Определение активности антибиотиков методом диффузии в агар by S. Kuleshova I. & Светлана Кулешова Ивановна
Э
К
С
П
Е
Р
Т
И
З
А
 Л
Е
К
А
Р
С
Т
В
Е
Н
Н
Ы
Х
 С
Р
Е
Д
С
Т
В
13
Ежеквартальный рецензируемый научно-практический журнал № 3 2015
Метод диффузии в агар является фармакопейным 
биологическим методом определения активности ан-
тибиотиков, основанном на способности молекул 
субстанций антибиотиков диффундировать в агаро-
вых средах и образовывать зоны угнетения, в которых 
не развиваются используемые тест-микроорганизмы, 
чувствительные к испытуемому антибиотику. Прин-
цип метода – логарифмическая зависимость степени 
угнетения роста тест-микроорганизма от концентра-
ции антибиотика. При этом линейная зависимость на-
блюдается лишь в определенных пределах концентра-
ций антибиотика. Биологические методы  рекомендо-
ваны для количественного определения таких анти-
биотиков и их лекарственных форм, активность кото-
рых невозможно корректно оценить  при помощи хи-
мических методов. Cнижение активности антибиоти-
ков приводит к изменениям, которые невозможно об-
наружить химическими методами, поэтому микробио-
логические или биологические испытания рекомендо-
ваны в качестве стандартных методов при подозрении 
на уменьшение активности антибиотиков [1].
В ГФ ХII, часть 1 включена ОФС 42-0068-07 «Опре-
деление антимикробной активности антибиотиков», в 
которой достаточно подробно описаны два варианта 
метода диффузии в агар и использование стандартной 
кривой, с указанием условий проведения испытания, 
культивирования и хранения тест-микроорганизмов, 
приведен состав питательных сред и буферных рас-
творов, используемых при анализе конкретного анти-
биотика. 
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Процедура проведения испытания достаточно тру-
доемкая, зависит от многих факторов, в частности, от 
состава питательных сред, тест-микроорганизмов, ква-
лификации стандартных образцов, химической приро-
ды исследуемого антибиотика и от навыков микробио-
логов, выполняющих анализ.  
Цель настоящей статьи – рассмотреть наиболее важ-
ные аспекты определения активности антибиотиков ме-
тодом диффузии в агар с целью обоснования возможно-
сти минимизации вариабельности, свойственной био-
логическим методам для получения достоверных, точ-
ных и воспроизводимых результатов при оценке каче-
ства лекарственных средств группы антибиотиков по та-
ким важнейшим показателям как «Активность» и «Ко-
личественное определение»; дать рекомендации по ва-
лидации метода.
При определении активности методом диффузии 
в агар одним из главных моментов является качество 
используемого стандартного образца, так как актив-
ность антибиотика оценивают по отношению к актив-
ности стандартного образца. Определяют количество 
анализируемого антибиотика, дающее такой же био-
логический эффект как конкретное количество стан-
дартного образца, т.е. 100% активности испытуемого 
соединения означает 100% относительно содержания 
активного вещества в стандартном образце. Количе-
ство активного действующего вещества в лекарствен-
ной форме тесно связано с активностью антибиоти-
ка, входящего в состав  препарата, и если ее опреде-
ление не является точным, слишком высоким, или 
слишком низким, вероятны неадекватная терапия и 
нежелательные побочные эффекты при применении 
такого препарата [2]. Поэтому для проведения испы-
тания так важно использование аттестованных стан-
дартных образцов с достоверно установленной актив-
ностью, имеющих фармакопейное качество. При этом 
необходимо строго соблюдать условия хранения и ис-
пользовать по назначению в строгом соответствии с 
указаниями на этикетке. Например, биологический 
стандартный образец антибиотика гентамицина суль-
фат квалификации USP RS и EPCRS отличаются по 
способу выражения установленной активности, в пер-
вом случае она выражена в мкг/мг в пересчете на су-
хое вещество, т.е. при приготовлении основного стан-
дартного раствора необходимо брать навеску и опре-
делять потерею в массе при высушивании, во втором 
– в IU/vial «as is» (единицы активности в ампуле «как 
есть»), в этом случае необходим количественный пе-
ренос содержимого ампулы для приготовления основ-
ного стандартного раствора.
Непременным условием получения достоверных и 
воспроизводимых результатов является использование 
тест-микроорганизмов, чувствительных к определен-
ному антибиотику. В ГФ ХII, в таблице 33.2 приведены 
тест-микроорганизмы и их каталожные номера, посев-
ная доза (количество суспензии спор микроорганизмов 
или вегетативных форм культуры тест-микроорганизма 
на 1 мл среды). При работе с посевным материалом не-
обходимо соблюдать ряд условий, а именно: 
- тест-микроорганизмы не должны быть контамини-
рованы посторонней микрофлорой,
- микробная взвесь стандартизована таким обра-
зом, чтобы ее плотность была постоянной, посколь-
ку это имеет значение при расчете посевной дозы. По-
севную дозу подбирают экспериментально, чтобы обе-
спечить сплошной рост микробного газона и формиро-
вание зон угнетения формы правильного круга с рез-
ко очерченными краями. В таблице 33.2 ГФ XII при-
ведены ориентировочные посевные дозы, при этом до-
пускается уменьшение или увеличение посевной до-
зы в зависимости от плотности получаемого газона и 
четкости очертания зон. В связи с этим при работе с 
тест-микроорганизмами сотрудники микробиологиче-
ских лабораторий должны периодически проверять их 
чувствительность по отношению к конкретному анти-
биотику общеизвестными методами, например, мето-
дом серийных разведений.
Для оптимальных условий роста тест-
микроорганизмов, для формирования плотного газона 
необходима соответствующая питательная среда. Пи-
тательная среда должна обеспечивать не только опти-
мальные условия для роста микробной взвеси, но и до-
статочную скорость диффузии исследуемого антибио-
тика. Известно, что способность антибиотиков диф-
фундировать в твердых питательных средах зависит от 
химической природы и концентрации [3–5]. Поэтому 
состав среды имеет существенное значение при прове-
дении испытания методом диффузии в агар. Так, при 
использовании питательных сред с агар-агаром разных 
производителей можно получить «относительную ак-
тивность», т.е. активность по отношению к активно-
сти стандартного образца, для одного и того же ком-
понента, отличающуюся на несколько процентов. От-
носительная активность одного из компонента поли-
миксина – полимиксина В2, определенная на пита-
тельной среде, изготовленной с использованием ага-
ра «Eiken»,  получена 98 ± 6,1%, на питательной сре-
де с агаром «Difco» – 129 ± 6,0%. [5]. Для устранения 
ошибок, связанных с составом питательных сред, мож-
но рекомендовать закупку достаточно больших партий 
высококачественных компонентов питательных сред и 
строгое соблюдение условий хранения в течение допу-
стимого  срока использования [2].
Во всех вариантах метода, трехдозного варианта ме-
тода диффузии в агар и определение антимикробной ак-
тивности антибиотиков с использованием стандартной 
кривой, предусмотрено помещение стандартных рас-
творов на одной и той же чашке с раствором испытуе-
мого препарата. Это важная деталь опыта, так как на ко-
нечный результат влияет много факторов. Для трехдо-
зного варианта готовятся разведения с одинаковой (по 
возможности) концентрацией, исходя из предполагае-
мой активности испытуемого препарата и принятой ак-
тивности стандартного образца. Пример схемы внесе-
ния антибиотиков на чашки Петри для трехдозного ва-
рианта представлен на рис. 1. В цилиндры или лунки 
каждой чашки Петри вносятся равные количества рас-
творов, как правило, в объеме не более 100 мкл. Поэтому 
у микробиологов, выполняющих такие испытание, не-
обходимо наработать навыки аккуратной и точной ра-
боты с чашками Петри при внесении как расплавленной 
(засеянной и незасеянной) питательной среды на чаш-
ки, так и растворов антибиотиков. Разная толщина агара 
в чашках влияет на чувствительность используемого ми-
кроорганизма и на размеры зон угнетения. [4]. При вне-
сении посевной дозы обязательно учитывать оптималь-
ную температуру питательно среды для суспензии спор 
и для вегетативных клеток [6].
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При работе с чашками Петри необходимо соблюдать 
несколько правил [1, 3, 5, 7]:
- устанавливают чашки на строго горизонтальную 
поверхность;
- чашки должны быть одного размера;
- в каждую чашку наливают одинаковое количество 
растопленной агаровой среды и равномерно распреде-
ляют по чашке (горизонтальная поверхность, одинако-
вый объем среды и ее глубина в чашках уменьшают ва-
риацию зон в разных чашках);
- лунки или цилиндрики (стерильные) устанавли-
ваются на поверхность остывшего агара, строго верти-
кально, на равном расстоянии от центра и края чашки, 
от центра примерно 2,8 см для чашек диаметром 100 мм, 
зоны должны быть круглые для равномерной диффузии 
антибиотика по всему диаметру;
- в лунки или цилиндры помещаются одинаковые 
объемы испытуемых растворов;
- растворы стандартного образца и испытуемого анти-
биотика вносятся с наименьшим промежутком времени;
- для уменьшения влияния колебаний во времени 
между закапыванием растворов, используемых в опыте, 
рекомендуется выдерживать чашки при комнатной тем-
пературе в течение 1–2 ч.
На рисунке 2 представлены фотографии опыта с зо-
нами угнетения правильной округлой формы для изме-
рения размеров зон с требуемой точностью 0,1 мм (кор-
ректный опыт) и опыта с нечетко очерченными краями 
неправильной формы, не позволяющий  получить до-
стоверный результат [2].
Оптимальными размерами зон угнетения роста тест-
микроорганизмов принято считать диаметры зон не ме-
нее 14 мм для минимальной концентрации и не более 
25 мм для максимальной. Для достижения таких резуль-
татов помимо всего перечисленного выше необходи-
мо также постоянство температуры в термостате и со-
блюдение продолжительности инкубации. Уменьше-
ние толщины агара способствует увеличению зон, по-
вышенная толщина среды – к уменьшению зон, альтер-
нативно, размеры зон могут быть увеличены или умень-
шены концентрацией стандартного образца и испытуе-
мого антибиотика [3].
Метод диффузии в агар используется для количе-
ственного определения содержания активного вещества 
в лекарственных средствах. Согласно требованиям нор-
мативных документов методика количественного опре-
деления должна отвечать параметрам валидации «Точ-
ность», «Прецизионность (воспроизводимость и схо-
димость)», «Специфичность», «Линейность», «Диапа-
зон применения» [8]. Все эти требования применимы к 
биологическим методам, используемых для установле-
ния активности действующих веществ лекарственных 
средств [9].
Оценка линейности и диапазона применения 
(аналитическая область методики) позволяет опре-
делить область концентраций растворов антибиоти-
ка, в которой соблюдается прямо пропорциональная 
зависимость размера диаметра зон угнетения тест-
микроорганизма от логарифма концентрации раство-
ра антибиотика. Необходимо учитывать, что линей-
ная зависимость наблюдается лишь в определенных 
пределах концентраций антибиотика. В ГФ ХII (ОФС 
42-0068-07) в таблице 33.2. указана контрольная кон-
центрация раствора стандартного образца конкрет-
ного антибиотика, логарифмы концентраций раство-
ров антибиотика в соотношении 1:1,25 от контроль-
ной по два разведения в сторону увеличении и умень-
шения определяют область линейной зависимости в 
указанных фармакопеей условиях проведения анали-
за. При изменении условий (замена питательных сред 
или их компонентов) рекомендуется проверить пара-
метр «Линейность»; при этом в качестве средней кон-
центрации использовать контрольную концентра-
цию раствора стандартного образца, указанную в та-
блице 33.2. Оценка точности результатов проводит-
ся по ширине доверительного интервала  [1, 8]. Для 
полученных значений активности всегда рассчитыва-
ют доверительный интервал, обычно выбирая  95% [1, 
6, 7]. Расчет антимикробной активности антибиотика 
и определение границ доверительного интервала при 
проведении испытания с использованием стандарт-
ной кривой подробно описан в соответствующей мо-
нографии ГФ ХII. Для оценки достоверности и точ-
ности результатов, полученных трехдозным вариан-
том метода диффузии в агар, используют дисперсион-
ный анализ [10].
Сходимость и воспроизводимость (прецизионность) 
полученных результатов обычно выражают как стан-
дартное отклонение или относительное стандартное от-
клонение для серии результатов [1, 11]. Для получения 
достоверных результатов рекомендуется проводить ис-
следование активности антибиотиков не менее 6 по-
Рис. 1. Схема внесения растворов антибиотика при проведении ис-
пытания трехдозным вариантом метода диффузии в агар на чашках 
Петри. S1, S2, S3 – рас-творы стандартного образца от S1 (мини-
мальная концентрация) до S3 (максималь-ная концентрация) в со-
отношении 1:2. U1, U2, U3  – растворы испытуемого анти-биотика 
от U1 (минимальная концентрация) до U3 (максимальная концен-
трация) в соотношении 1:2
А)                                                Б)
Рис. 2. Образцы чашек Петри с сформированными зонами угнетения 
роста тест-микроорганизмов после внесения на засеянную агаризо-
ванную питательную среду антибиотика. А) некорректный опыт, 
Б) корректный опыт
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вторных испытаний в разные дни (не менее 2 дней) для 
варианта метода с использованием стандартной кривой 
[6], поэтому расчет относительного стандартного откло-
нения является обязательным для оценки сходимости 
результатов. При строгой стандартизации условий про-
ведения испытания по результатам работы лаборатории 
антибиотиков ФГБУ «НЦЭСПМ» относительное стан-
дартное отклонение, как правило, не превышало 5% не-
зависимо от используемого варианта метода. 
При оценке достоверности значений активности, 
полученных трехдозным вариантом метода диффузии в 
агар, необходимо учитывать, что способ статистической 
обработки результатов основан на модели параллельных 
линий.
Условия валидности модели параллельных линий 
следующие [1, 7, 5]:
-взаимосвязь между логарифмом концентрации ан-
тибиотика и размером зон угнетения может быть пред-
ставлена в виде прямой линии во всем диапазоне иссле-
дованных доз (концентраций);
- при анализе прямая линия (график зависимости ло-
гарифма дозы от диаметра зон угнетения) для любого ис-
пытуемого лекарственного средства параллельна соот-
ветствующей прямой линии для стандартного образца;
- число разведений должно быть одинаковым для 
каждого тестируемого лекарственного средства и стан-
дартного образца;
- отношение двух последовательных доз должно быть 
всегда постоянным.
Горизонтальное расстояние между линиями пред-
ставят собой истинное значение активности испытуе-
мого препарата по отношению к предполагаемой актив-
ности. 
Для трехдозного варианта, исходя из предполагае-
мой активности испытуемого препарата и принятой ак-
тивности стандартного препарата, готовятся разведения 
с одинаковой (по возможности) активностью. Предпо-
лагаемая активность испытуемого препарата должна 
быть близка к действительной активности и, чем точнее 
определена принятая предполагаемая активность испы-
туемого препарата к принятой активности стандартно-
го препарата, тем ближе одна к одной будут эти линии, 
поскольку они должны давать одинаковые эффекты при 
одинаковых дозах [5].
Таким образом, метод диффузии в агар, применяе-
мый для определения активности лекарственных пре-
праратов группы антибиотиков, требует строгой стан-
дартизации условий проведения испытания на все 
этапах анализа, высокой квалификации сотрудников, 
выполняющих определение. Это необходимо для ми-
нимизации вариабельности между результатами, по-
лученными на разных чашках. Для получения досто-
верных и воспроизводимых результатов анализ стан-
дартного образца и испытуемого антибиотика дол-
жен выполняться в одно и то же время при идентич-
ных условиях. Если отсутствует информации о пред-
полагаемой активности испытуемого антибиотика 
или изменяются условия проведения испытания, вы-
полняется серия предварительных определений в ши-
роком диапазоне доз для установления области, в ко-
торой зависимость между логарифмом концентрации 
и размером зон угнетения тест-микроорганизмов яв-
ляется линейной. При соблюдении всех условий ме-
тод диффузии в агар обеспечивает высокую чувстви-
тельность, точность и воспроизводимость. Для оцен-
ки результатов применяются методы математической 
статистики для расчета границ доверительно интерва-
ла, чтобы оценить точность результатов при 95% ве-
роятности и относительного стандартного отклоне-
ния для подтверждения сходимости и воспроизводи-
мости полученных значений активности. Для трехдо-
зного варианта метода необходимо проводить оценку 
результатов с использование дисперсионного анализа 
на основе модели параллельных линий.
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